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論 文 内 容 要 旨
放射線による細胞障害は,照 射によって生 じるスーパーオキシ ドラジカルや ヒ ドロキシルラジカルな
どの活性酸素種によって引き起 こされると考えられている。生体内で産生した活性酸素は,ス ーパーオ
キシ ドディスムターゼなどの抗酸化酵素やグル タチオンによって除去 されるが,最 近 これ らに因子に加
えて,金 属結合蛋白質であるメタロチオネイン(MT>が 比較的高い活性酸素消去作用を有することが報
告 され注 目されている。一方,メ タロチオネイ ン合成誘導剤を予めマウスに投与することによって放射
線照射が示す致死効果や骨髄障害が軽減 されることが判明してお り,放 射線障害に対 してメタロチオネ
インが防御的に作用す る可能性が示唆 されている。 しかしながら,こ れ らの研究結果だけではメタロチ
オネイン誘導剤それ 自身の影響やメタロチオネイン以外の要因の関与の可能性を否定することができな
い。メタロチオネイ ンは,一 般組織中には主 として1型 とIl型 の2つ の分子種が存在する。そこで本研
究では,メ タロチオネインの1型 とII型 の遺伝子を共に欠損させたメタロチオネイン欠損マウスを用い
て,放 射線照射が引き起こす骨髄障害お よび発がんとメタロチオネイ ンとの関係について検討 した。
まず,放 射線(X線)に 対するメタロチオネイン欠損マウスの感受性 を野生型マウスと比較 した。放
射線による骨髄障害の指標 として末梢血液中の白血球数を測定したところ,両 マウス共に放射線照射に
よって白血球数は顕著に減少 したが,メ タロチオネイン欠損マウスは野生型マウスよりも著 しい減少傾
向を示 した。同様に,放 射線照射による染色体異常の発現頻度を小核試験により検討 したところ,急 性
毒性の指標 とされる骨髄中小核含有多染性赤血球数(骨 髄の幼若赤血球中での小核出現頻度)お よび慢
性毒性の指標に用い られる末梢血中小核含有網状赤血球数(末 消血の幼若赤血球中での小核出現頻度)
は共に,メ タロチオネイン欠損マウスの方が野生型マウスに比べて有意に高い値を示 した。メタロチオ
ネイン欠損マウスが放射線 による白血球数減少のみならず染色体異常に対 しても高い感受性を示 したこ
とから,メ タロチオネイ ンは放射線障害に対 して防御的に作用すると考えることができる。上述のよう
に,マ ウスにメタロチオネイン合成誘導剤を前投与すると放射線による骨髄障害が軽減されるとの報告
があることから,次 に,メ タロチオネイン欠損マウスにメタロチオネイン合成誘導剤(ビ スマスまたは
亜鉛)を 前投与 した後に放射線 を照射 して,骨 髄障害の発生頻度を調べた。なお,野 生型マウスでは,
ビスマスまたは亜鉛の投与によって骨髄中のメタロチオネイン濃度が有意に上昇 したが,メ タロチオネ
イ ン欠損マウスでは ビスマスまたは亜鉛を投与 してもメタロチオネイ ン濃度は検出限界以下であった。
メタロチオネイン欠損マウス及び野生型マウスに予めメタロチオネイ ン合成誘導剤 を投与 して24時 間後
に放射線照射を行い,そ の24時 間後の白血球数を測定 したところ,野 生型マウスでは放射線照射による
白血球数の減少がメタロチオネイ ン合成誘導剤である亜鉛またはビスマスの前投与によって有意に改善
されたが,メ タロチオネイ ン欠損マウスでは,全 く改善効果が認められなかった。同様に放射線照射後
の骨髄中小核含有多染性赤血球および宋梢血中小核含有網状赤血球の出現率も,野 生型マウスでは亜鉛
またはビスマスの前投与によって有意に低下 したが,メ タロチオネイ ン欠損マウスでは,全 く改善効果








中および尿中の8-OHdG濃 度を放射線による酸化的DNA損 傷の指標 として測定 した ところ,メ タロチ
オネイン欠損マウスでは,野 生型マウスに比べて,血 清中および尿中の8-OHdGの 濃度が顕著に高値を




ている。そこで次に,Meth-A腫 瘍細胞 を皮下に移植 した担がんマウスを用いて,腫 瘍組織中メタロチ
オネイン濃度 と放射線照射の抗腫瘍効果 との関係を検討 した。その結果,腫 瘍組織中のメタロチオネイ
ン濃度が15倍 程度に上昇 しただけで放射線の抗腫瘍効果が有意に抑制 されることが判明 した。メタロ
チオネイン濃度を上昇させた腫瘍組織がシスプラチン,ア ドリアマイシンおよびペプロマイシンなど多
くの制がん剤に対 して耐性を示す との報告もなされていることか ら,腫 瘍組織中のメタロチオネイ ン濃
度の上昇はがん治療法の効果を考えるうえで無視することのできない重要な要因 と考えられる。また,
放射線照射によって肝臓や腎臓中でメタロチオネイ ンの合成が誘導されることが報告されていることか
ら,Meth-A腫 瘍細胞を移植 した担がんマウスに放射線を全身照射 してメタロチオネイ ン濃度を測定 し
たところ,腫 瘍組織中メタロチオネイン濃度が放射線照射 によって有意に増加す ることが明らか となっ
た。
メタロチオネイ ンは様々な要因によって合成誘導されるス トレス応答蛋白質であ り,腫 瘍組織中濃度
が,本 研究で明 らかとなった放射線のみならず,シ スプラチン,ア ドリアマイシンおよびアルキル化剤
など多くの制がん剤によっても上昇す ることが知 られている。 したがって,放 射線を用いたがん治療に
おいては,そ の前後に施される化学療法の有無を考えた照射スケジュールの設定が必要 と考えられる。
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審 査 結 果 の 要 旨
メタロチオネイン(MT)は 肝臓や腎臓 をはじめとして多 くの組織に存在す る分子量約7,000の 低分子
量蛋白質であり,有 害金属毒性軽減作用や活性酸素除去作用 を有 している。本蛋白質の合成誘導剤 を投
与 したマウスが放射線障害に対して抵抗性を示す ことから,メ タロチオネインが放射線障害 を軽減す る
可能性が示唆されているが,こ の事実だけではメタロチオネイ ン合成誘導剤それ自身の影響や メタロチ
オネイン以外の要因の関与の可能性を否定することはできない。本論文は,こ の放射線障害に対するメ
タロチオネインの役割をメタロチオネイ ン遺伝子欠損マウスを用いて検討 したものである。
本研究では,ま ず,放 射線(X線)に 対するメタロチオネイン欠損マウスの感受性を野生型マウスと
比較 し,放 射線が引き起こす末梢血液中白血球数の減少および幼若赤血球中小核出現頻度の上昇が共に
メタロチオネイ ン欠損マウスで顕著であることを確認 し,メ タロチオネイ ンが放射線に対 して防御的に
作用することを証明した。また,メ タロチオネイ ン合成誘導剤の野生型マウスへの前投与は放射線障害
を軽減するが,メ タロチオネイン欠損マウスではそのような効果が認められないことも明らかにした。
本研究では,放 射線発がんにおけるメタロチオネイ ンの役割についても検討 し,メ タロチオネイン欠
損マウスでは野生型マ ウスに比べて放射線照射による胸腺 リンパ腫の発生率が顕著に高いことを見出し,
酸化的DNA損 傷の指標である8-OHdGの 血中濃度がメタロチオネイ ン欠損マウスでは放射線照射によっ
て顕著に上昇す ることか ら,メ タロチオネイ ンが遺伝子損傷を抑制す ることによって放射線発がんの発
症率を低下させ る可能性を示唆 した。メタロチオネインが放射線に対 して防御的に作用するとい う本研
究で明らかとなった事実は,腫 瘍組織中のメタロチオネイン濃度が上昇すると放射線照射 による抗腫瘍
効果が減弱する可能性 を示唆 している。そこで,腫 瘍細胞を皮下に移植 した担がんマウスを用いて,腫
瘍組織中メタロチオネイン濃度 と放射線照射の抗腫瘍効果との関係についても検討し,腫 瘍組織中のメ
タ ロチオネイ ン濃度が15倍 程度に上昇 しただけで放射線の抗腫瘍効果が有意に抑制されることを見出
し,さ らに腫瘍組織中メタロチオネイン濃度が放射線照射によって有意に増加することも明らかにした。
腫瘍組織中メタロチオネイン濃度の上昇は様々な制がん剤の抗腫瘍効果 も抑制することか ら,本 研究
成果は,放 射線および制がん剤 を用いたがん治療の効果を考えるうえでのメタロチオネイ ンの重要性を
明確に示すものであり,そ の学術的価値は極めて高い。よって,本 論文は博士(医 療薬学)の 学位論文
として合格 と認める。
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